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RESUMO. Sinningia leucotricha ¢ uma planta nativa do Parand, que estd sob risco de
exting@o. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo para a propagacao in vitro de
rainha-do-abismo. Os tratamentos foram: (T1) MS, (T2) MS 50%, (T3) MS 200%, (T4) MS +
1,0 gL' de carvio ativado, (T5) MS 50% + 1,0 g.L"' de carvdo ativado, (T6) MS 200% + 1,0
gL' de carvio ativado. O delineamento foi o inteiramente casualizado com 10 repeti¢des ¢ 5
plantas por repeticdo. Apos 120 dias de semeadura, foram avaliados: altura da parte aérea,
comprimento da maior raiz, massa fresca total e nimero de brotagdes. A porcentagem de
pegamento foi avaliada 30 dias apds o periodo de aclimatizagdo. O tratamento que
proporcionou as maiores médias para todas as caracteristicas analisadas foi o MS 50% sem
adicdo de carvao ativado (T2). A porcentagem de pegamento foi de 100% em todos os
tratamentos.
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ABSTRACT. Establishment of a protocol for in vitro propagation of Sinningia
leucotricha (Hoehne) Moore — Gesneriaceae. Sinningia leucotricha is a native plant of
Parana (Brazil), which is considered endangered. The objective of this work was to establish a
protocol for in vitro propagation of Sinningia leucotricha. The treatments were: (T1) MS,
(T2) MS 50%, (T3) MS 200%, (T4) MS 100% + 1.0 gL of activated charcoal, (T5) MS 50%
+ 1.0 gL' of activated charcoal and (T6) MS 200% + 1.0 gL-' of activated charcoal. The
experimental design was entirely casualized with 10 replications per treatment, and 5 plants
per replication. Plant height, root length, total fresh weight and number of shoots were
evaluated 120 days after cultivation. After thirty days of seedling acclimatization, the
germination/sticking proportion was evaluated. The higher averages for all analyzed features
was the MS 50% without activated charcoal addition (T2), and the germination/ sticking
proportion was 100% for all treatments.

Key words: Sinningia, preservation, culture medium, activated charcoal.

Introducio especialmente como solo (Embrapa, 1974). Devido as
condigdes da regido de origem, verifica-se a
necessidade de estudos no fornecimento de nutrientes,
bem como a otimizacdo das condi¢des de germinagdo
e propagacao, a fim de acelerar o crescimento e tornar
o cultivo comercial vantajoso.

Devido & comercializagdo desregrada, essa
espécie, antes encontrada comumente no estado do
Parana, encontra-se atualmente, sob risco de extingdo,
sendo necessario a adogao de medidas alternativas no
intuito de contribuir com a preservagdo da mesma
(Iuchi e Lopes, 1997).

Neste contexto, a propagagdo in vitro pode ser
uma importante alternativa, possibilitando a producdo
de plantas em larga escala, em um periodo reduzido

A rainha-do-abismo, Sinningia leucotricha
(Hoehne) Moore, pertence a ordem Tubiflorae e
familia Gesneriaceae. Planta herbacea, nativa do
Estado do Parana, possui folhas totalmente recobertas
por densa pilosidade de aspecto lanoso, apresentando
coloragdo prateada e um contraste com flores de
coloracdo avermelhada, atrativo este, de rara beleza
(Tuchi e Lopes, 1997).

Essa espécie produz sementes diminutas,
ocorrendo predominantemente em afloramentos de
rocha (arenitos) em relevo escarpado, e altitudes de
aproximadamente 600 a 800 metros, com reduzidas
por¢des de material detritico, ndo classificavel
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de tempo com maior uniformidade e qualidade das
mudas em relacdo aos métodos convencionais. Dessa
forma, torna-se possivel a producdo em massa de
mudas para reintrodugdo e comercializacdo, coibindo
praticas extrativistas (Zorning, 1996). De acordo com
Faria et al. (2002), o sucesso na tecnologia e
aplicagdo dos métodos de cultura in vitro deve-se a
uma melhor compreensdo dos requerimentos
nutricionais das células e tecidos em cultura. A
formulagdo do meio de cultura é essencial para a
planta, pois concentra os nutrientes necessarios para
seu desenvolvimento, podendo ser formulado com
diferentes combinagdes de acordo com os
requerimentos de cada espécie.

Muitos autores tém relatado os efeitos benéficos
da adicdo de carvdo ativado ao meio de cultura como
promotor de crescimento (Shi et al., 2000) e indutor
de raizes (George e Ravishankar, 1997). Segundo
Tisserat (1982), um dos fatores fisicos necessarios
para o crescimento e desenvolvimento de orgdos
vegetativos subterraneos ¢ a auséncia de luz. Dessa
forma, o carvao ativado tem sido utilizado em meios
de cultura para estimular o enraizamento, devido a
sua alta capacidade de excluir a luz do meio e
também em diminuir a oxidagdo das culturas pela
presenca de fenois produzidos pelos proprios tecidos.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
protocolo para a propagagdo in vitro de rainha-do-
abismo, avaliando-se o efeito do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) em diferentes
concentragdes, bem como a adig¢do de carvao ativado
ao meio de cultura.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Estado do Parana.

As sementes de rainha-do-abismo, coletadas em
casa de vegetagdo, foram esterilizadas em solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% e agua deionizada
autoclavada, sob agitacdo por 10 minutos em camara
de fluxo laminar. Apds este periodo, as sementes
foram lavadas com agua deionizada autoclavada e
filtradas utilizando-se filtro de poliéster com 62 fios/
cm’ previamente autoclavado por 30 minutos em
120°C e 1,5 atm.

As sementes foram cultivadas em meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962) acrescido de 1,0 g.L”!
de carvio ativado, 30,0 g.L'l de sacarose € 7,0 g.L'l de
agar. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,2 antes da adi¢do

do agar.
O experimento foi conduzido em sala de
crescimento com 2000 lux de luminosidade,

fotoperiodo de 16 horas e
aproximadamente 25°C £ 0,2°C.
Trinta dias apds a semeadura, as plantulas com

temperatura  de
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aproximadamente 1,5 + 0,2 cm de altura da parte
aérea, foram selecionadas para a realizagdo do
experimento, cujos meios de cultura se basearam na
mesma formulagdo utilizada para germinacdo. Os
tratamentos foram os seguintes: (T1) MS 100%, (T2)
MS 50% (com a metade da concentragdo dos sais),
(T3) MS 200% (com o dobro da concentragdo dos
sais), (T4) MS 100% + 1,0 g.L"' de carvdo ativado,
(T5) MS 50% + 1,0 g.L" de carvio ativado, (T6) MS
200% + 1,0 g.L"! de carvdo ativado. A todos esses
tratamentos foram adicionados agar na concentragdo
de 7,0 g.L" ¢ 30,0 g.L"' de sacarose.

Foram vertidos 40 mL de meio de cultura em
frascos de vidro com capacidade de 300 mL. Em
seguida, as culturas foram transferidas para sala de
crescimento sob as mesmas condi¢des de
temperatura, fotoperiodo e luminosidade -citadas
anteriormente.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cdes contendo
5 plantulas por vidro. Apo6s 120 dias, foram avaliadas
as variaveis: altura da parte aérea (da inser¢do do
caule na raiz tuberosa até o apice), comprimento da
maior raiz (da inser¢@o na raiz tuberosa até o maior
comprimento atingido pelas raizes na vertical), massa
fresca total e numero de brotos. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e complementados
pelo teste de médias de Tukey com 5% de
significancia.

As plantulas foram aclimatizadas em bandejas de
isopor, contendo fibra de coco como substrato e
mantidas em viveiro protegido com tela de
polipropileno de coloragdo preta, cuja retengdo do
fluxo solar ¢ de 50%. Transcorridos 30 dias apods o
plantio, foi realizada a avaliagdo da porcentagem de
pegamento das mudas aclimatizadas.

Resultados e discussio

Na Tabela 1, encontram-se os resultados dos
diferentes tratamentos no desenvolvimento in vitro da
rainha-do-abismo.

Foi verificado que nos meios onde ocorreu a
adi¢do de carvdo ativado (T4, T5 e T6), as plantulas
tiveram um desenvolvimento mais lento em relagdo
as plantulas cultivadas em meio sem a adi¢do de
carvdo ativado. O carvdo ativado influenciou
negativamente o desenvolvimento da parte aérea e
massa fresca total. Tal observagdo indica que, para
esta espécie, ocorreu um melhor desenvolvimento in
vitro em meios sem a adi¢do de carvao ativado.

Tabela 1. Médias referentes a altura da parte aérea, comprimento
de raiz, massa fresca total ¢ nimero de brotos para os diferentes
tratamentos aos 120 dias apds o cultivo in vitro de rainha-do-
abismo.

Altura da
parte aérea

Tratamentos Comprimento Massa fresca Numero de

de raiz Total rotos
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(cm) (cm) (@

T1 3,36 BC' 1,86 A 0,42 B 1,28 AB
T2 4,04 A 1,92 A 0,60 A 133A
T3 339B 1,59 B 0,49 B 1,28 AB
T4 2,89 CD 1,54 B 0,33C 1,04 C
TS 228D 1,52B 0,29 C 1,08 C
T6 2,04E 0,98 C 0,29 C 1,15 BC
CV % 23,31 22,42 26, 35 21,67

(T1) MS 100%, (T2) MS 50%, (T3) MS 200%, (T4) MS 100% + 1 gL' de carvio
ativado, (T5) MS 50% + 1 gL' de carvdo ativado, (T6) MS 200% + 1 g.L"' de carvdo
ativado. '"Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.

Corréa et al. (2003), testando o efeito da adigdo de
carvao ativado na formagao de estruturas semelhantes
a raizes tuberosas em batata-doce ([pomoea batatas
L. Lam), verificou que a presenga de carvao ativado
afetou negativamente a producdo de estruturas
semelhantes a raizes tuberosas, mesmo na presenga
de reguladores de crescimento. Porém, na propagacao
in vitro de orquideas, a adicdo de carvdo ativado ao
meio MS ¢ utilizada com sucesso para inimeras
espécies (Collins ¢ Dixon, 1992; Faria et al, 2002).

Os dados relativos a altura da parte aérea
indicaram que houve um melhor desenvolvimento em
meio Murashige ¢ Skoog (MS) reduzido a 50%, sem
a adigdo de carvdo ativado (T2). Paiva et al (1997),
estudando a propagacdo in vitro de gloxinia
(Sinningia speciosa Lood. Hiern.), planta que também
pertence a familia Gesneriaceae, observou que a
reducdo na concentragcdo do meio MS para 50%, sem
a adicdo de carvao ativado foi favoravel tanto para a
obten¢do de um maior numero de brotos quanto para
a maior média em altura.

Considerando a variavel comprimento de raiz, nao
houve diferenca significativa entre MS reduzido a
50% (T2) e MS 100% (T1), ambos sem a adigdo de
carvao ativado em sua composi¢do. Porém, no T3,
MS 200%, a média do comprimento das raizes foi
significativamente menor, indicando que tal
concentragdo foi prejudicial ao desenvolvimento
destas.

Os maiores valores para a variavel massa fresca
total foram verificados em meio MS 50%, sem
adicdo de carvao ativado (T2), sendo que as
concentragdes  maiores ndo  favoreceram o
desenvolvimento in vitro desta planta. Trabalhos com
a  violeta-africana  (Saintpaulia  ionantha -
Gesneriaceae) tém indicado a sensibilidade destas
plantas a altos niveis de sais soliveis (Shanks, 1960;
Scharpf e Grantzau, 1985).

Gomes ¢ Shepherd (2000), estudando a
propagacao in vitro de Sinningia allagophylla
(Gesneriaceac), observaram que esta espécie teve seu
crescimento favorecido em meios de cultura acidos e
com baixa concentragdo de nutrientes. Tuchi e Lopes
(1997), estudando a nutricao de plantas de rainha-do-
abismo germinadas e cultivadas em areia, obtiveram
as maiores médias no desenvolvimento de parte
aérea, raizes, e numero de hastes, na menor
concentragio de adubo testada (25 mL.L™).
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Nao foi possivel verificar diferengas significativas
no numero de brotos formados entre MS 100% (T1),
MS 50% (T2) e MS 200% (T3), porém, as menores
médias foram verificadas nos tratamentos com adigao
de carvao ativado (Figura 1). Esta variavel é de suma
importancia na comercializagdo das plantas, visto
que, quanto maior o numero de brotos, maior a
probabilidade na obtencao de flores.

A possibilidade da redugdo dos sais do meio MS,
para a propagacdo de diferentes espécies também tem
sido sugerida por outros autores como Oliveira
(1994), Pasqual et al. (1998) e Aratjo et al. (2004),
buscando um melhor desenvolvimento das plantas e a
redugdo de custos.

Figura 1. Plantas de rainha-do-abismo (Sinningia leucotricha), nos
tratamentos T1 (MS), T2 (MS 50%), T3 (MS 200%), T4 (MS +
1g.L" de carvio ativado), T5 (MS 50% + 1g.L"' de carvio ativado),
T6 (MS 200% +1g.L™" de carvio ativado).

Um outro fator importante a ser verificado no
presente estudo é a alta propor¢do de pegamento ex
vitro das plantulas na fase de aclimatizacdo. A
aclimatizacdo ¢ a fase da micropropagagdo em que
ocorre a transferéncia das mudas produzidas in vitro
para o ambiente externo, a casa-de-vegetacdo (Deberg
e Maene, 1981). De acordo com Costa (1998), a fase
de aclimatiza¢do ¢ muito delicada porque além de
representar um estresse para a plantula, existe o risco
de infecgdes por fungos e bactérias. Um grande
nimero de plantas micropropagadas ndo sobrevive
quando transferidas das condigdes in vitro para o
ambiente externo. Um fator importante para amenizar
esse problema ¢ a obtencdo de plantulas sadias com
sistema radicular e parte aérea proporcionais, a fim de
atingir maior freqiiéncia de pegamento.

A proporcdo de pegamento das plantas
aclimatizadas de rainha-do-abismo em todos os
tratamentos foi de 100%, demonstrando assim, a
possibilidade de uma rapida e eficaz obtengdo de
mudas sadias desta espécie.

Conclusio

A reducdo a metade da concentragdo dos sais do
meio MS, sem a adi¢do do carvdo (T2), pode ser
considerada adequada para promover maior
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crescimento da parte aérea, maior comprimento de
raizes e maior massa fresca das plantulas, sendo,
portanto, um protocolo recomendado para o cultivo in
vitro de rainha-do-abismo.
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